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A. Cultivo de tomate.  
I. Generalidades.  
El tomate (Solanum lycopersium Miller) es una de las hortalizas que se 
encuentra más ampliamente distribuida en el mundo y además la de mayor 
valor económico. Debido a que la demanda del mismo está en constante 
aumento, la superficie sembrada con tomate está en permanente aumento y 
con ello su producción y comercialización. El incremento de la producción en 
las últimas décadas se debe principalmente a aumentos en el rendimiento y en 
menor proporción, a un aumento de la superficie cultivada (FAO, 2002). El 
principal productor mundial de tomate es China, que produce unas 33,8 
millones de toneladas anuales. En segundo lugar Estados Unidos con 12,5 
millones de toneladas, le siguen Turquía, India, Italia, Irán, y Egipto. La 
Argentina se sitúa en el lugar número 30 con una producción de 680.000 
toneladas anuales (FAOSTAT, 2010).  
En Argentina el cultivo de tomate es dentro de la producción hortícola 
indudablemente la actividad de mayor importancia económica. Si bien el cultivo 
se desarrolló en casi todo el país, existe una fuerte concentración de la 
actividad, dado que un 87,7% de la superficie nacional dedicada al cultivo se 
encuentran ubicadas en las Provincias de Corrientes y Buenos Aires (Corvo 
Dolcet,. 2005). 
La provincia de Buenos Aires tiene dos grandes zonas dedicadas a esta 
producción, una en el cinturón verde que rodea a la Ciudad Autónoma de 
Buenos Aires y La Plata, donde se destacan los municipios de La Plata y 
Florencio Varela y la otra en el cinturón verde de Mar del Plata que se 
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encuentra en el municipio de General Pueyrredón (Censo Nacional 
Agropecuario SAGPyA, 2008).  
Según el censo hortícola del año 2005 de la provincia de Buenos Aires 
(Ministerio de Asuntos Agrarios, 2005) la región de La Plata produce 29.971 
toneladas de tomate, de las cuales el 83 % se obtiene en cultivo bajo cubierta y 
aporta el 62 % del total de tomate que se produce en la provincia. En el caso 
del cinturón hortícola platense, la producción se caracteriza por ser bajo 
cubierta, tecnología que empezó a adoptarse a mediados de los 80‟s y que se 
consolidó durante los 90‟s, lo que fue acompañado por el desarrollo tecnológico 
del cultivo, (Gomez et al., 2000, Figura 1.I). En esta zona, cuya principal 
ventaja comparativa es la cercanía a los centros de consumo más importantes 
del país, se cultivan alrededor de 280 has de tomate en invernáculo (Censo 
Hortícola de la Provincia de Buenos Aires, 2005). 
 
  
Figura 1.I. Cultivo de Tomate bajo cubierta; La Plata. 
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Figura 1.II. Triángulo de la 
enfermedad. 
 
II. Enfermedades del cultivo.  
De la misma manera que el resto de los cultivos, la producción de tomate es 
afectada por un conjunto de enfermedades y plagas. Las enfermedades se 
definen como el conjunto de respuestas visibles (síntomas) e invisibles de las 
células y tejidos vegetales, al patógeno o a factores del medio ambiente que 
inducen alteraciones en la forma, función o integridad de la planta. Todo esto 
se traduce en un deterioro parcial del tejido y/o la muerte, que se reflejan en 
una pérdida de calidad y productividad de la planta (Wit et al., 2002; Agrios, 
2005). Las patologías resultan de la interacción de tres factores a través del 
tiempo (triángulo de la enfermedad, Figura 1.II.). 
 Hospedante: planta. 
 Patógeno: agente causal de la enfermedad. 
 Ambiente: entorno físico químico.  
Si bien el cultivo bajo cubierta significó 
implementar avances tecnológicos que tuvieron 
impactos productivos, esto también llevó a la 
aparición de nuevas patologías a veces más 
severas, que en el cultivo tradicional a campo. Esto último está relacionado 
principalmente por las diferencias en el manejo del cultivo, período de siembra, 
las variaciones climáticas, nutricionales y fisiológicas, entre otros factores que 
predisponen las plantas a la infección de los agentes patógenos (Marrero, 
2003; Vida et al., 2004).  
Entre los agentes que causan enfermedades en las plantas se incluyen virus, 
bacterias, hongos, protozoos y nemátodos así como las condiciones 
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ambientales desfavorables, tales como la falta o exceso de nutrientes, 
humedad y luz y la presencia de productos químicos. La importancia de los 
agentes patógenos en el país cambia según las zonas de cultivo y esto se debe 
a que las patologías surgen de la interacción del genotipo del patógeno, de la 
planta y del ambiente en el que ocurre la interacción. Esto quiere decir que los 
patógenos y las plantas hospedantes conviven, pero solo cuando se dan las 
condiciones ambientales apropiadas se desarrolla la enfermedad (Agrios, 
2005). 
En términos generales, los virus, hongos y las bacterias suelen tener una alta 
incidencia en el cultivo de tomate (Tabla 1; Ronco et al., 2008, Jones et al., 
2001). En la actualidad una de las enfermedades que afecta con frecuencia los 
cultivos de tomate bajo cubierta es la cladosporiosis (Elad, 2003). Esta es 
conocida como Moho de la hoja del tomate, que tiene como agente etiológico a 
Passalora fulva (sin. Cladosporium fulvum. Cooke, 1883; sin Fulvia fulva. Braun 
et al., 2003). Esta es una enfermedad que ataca a los cultivares comerciales de 
tomate cultivados bajo cubierta, si bien puede puede ocurrir en los cultivos a 
campo, cuando se dan condiciones de alta humedad. Esta patología puede 
comprometer seriamente la producción (Gabor & Wiebe, 1997).  
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Los síntomas de la enfermedad aparecen en las hojas en las que se detectan 
manchas amarillas en el haz; observándose en el envés la presencia de 
conidios pardo oliváceos del hongo (Blacard, 1992; Thomma et al., 2005). 
Ocasionalmente los tallos, flores, pecíolos y raramente los frutos son afectados 
(Ellis, 1971; Holliday & Mulder, 1976; Curtis et al., 1994; Fox ,1997; Jones et 
al., 1997; Ho et al., 1999). El primer síntoma es la aparición de una mancha 
clorótica en el haz de las hojas (Figura 1.III). En etapas más avanzadas de la 
enfermedad, los conidióforos emergen por los estomas. Esto último ocluye el 
estoma y genera alteraciones en el intercambio gaseoso y con ello en la 
respiración de la planta (Butler & Jones, 1949; Chupp & Sherf, 1960). En 
ataques severos, gran parte de la superficie foliar se ve afectada, reduciéndose 
así la capacidad fotosintética de la planta que se refleja en una reducción del 
rendimiento y en la calidad del fruto. En ataques severos se produce el 
marchitamiento de las hojas, lo que genera una defoliación parcial de la planta, 
pudiendo ocurrir la muerte de esta (Jones, 1997; Wit et al., 2002).  
 
Tabla 1. Enfermedades de alta incidencia del cultivo de tomate y 
sus agentes causales. 
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B. Passalora fulva y hongos dematiáceos del género Cladosporium.  
I. Generalidades del Reino Fungi.  
Los hongos pertenecen al grupo monofilético que conforman el Reino Fungi. 
Son organismos eucariotas, unicelulares o filamentosos. Su pared celular es 
rica en quitina y α-glucanos (Aleuxopoulus, C. & Mims, C 1985). Este Reino 
incluye cinco grandes entidades o phylas: phylum Chytridiomycota, phylum 
Zygomycota, phylum Glomeromycota, phylum Ascomycota y phylum 
Basidiomycota. 
Los hongos son organismos heterótrofos que se nutren por absorción, en ellos 
se distinguen tres estrategias de obtención de materia orgánica: 1. A través de 
interacciones simbióticas, 2. A través de interacciones parásitas y 3. A través 
de interacciones saprótrofas. Estas últimas son las correspondientes a los 
 
Figura 1.III. Síntomas de cladosporiosis. A. Haz. B. envés 
correspondiente. 
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hongos que viven sobre materia orgánica muerta en descomposición que 
habitualmente se desarrollan en medios ácidos (pH entre 5,5 y 6).  
Los hongos se caracterizan por tener un cuerpo vegetativo microscópico no 
diferenciado en tejidos y/u órganos, llamado talo, con formas unicelulares y/o 
filamentosas (hifas). Las hifas crecen por alargamiento de su ápice (crecimiento 
polarizado) y también se ramifican, denominándose al conjunto de las mismas 
micelio. El micelio se organiza y puede hasta formar pseudotejidos que 
constituyen estructuras somáticas macroscópicas y/o portadoras de esporas 
(cuerpos fructíferos). Las hifas pueden ser continuas, en ellas no se observan 
septos regulares y por lo tanto son multinucleadas; alternativamente las hifas 
pueden estar divididas por tabiques o septos simples o complejos, como en 
algunos hongos (Ascomycota, Basidiomycota).  
Los hongos, son los únicos organismos que suelen tener dos nombres, uno 
correspondiente a su forma sexual (teleomorfo) y el otro nombre que 
corresponde a la forma asexual (anamorfo) del hongo.  
Passalora fulva y las especies descriptas dentro del género Cladosporium 
sensu lato pertenecen al phylum Ascomycota. En el caso de estos hongos, no 
diferencian estructuras producto de la reproducción sexual, pero sí diferencian 
estructuras asexuales, que son de gran utilidad en su identificación. 
II. Taxonomía. 
En el caso de hongos anamórficos la identificación se realiza a través de la 
conidiogénesis y de las estructuras diferenciadas. La clasificación de Passalora 
fulva es compleja y aún se encuentra en discusión (Cooke, 1883; Ciferri, 1952; 
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Arx, 1983; Aptroot, 2006). La introducción de un enfoque filogenético ha 
resultado en una simplificación de la ubicación taxonómica (Crous et al., 2000; 
Crous et al., 2001). Passalora fulva pertenece al género Mycosphaerella (Crous 
et al., 2001; Goodwin et al., 2001, Crous et al., 2007). Actualmente las especies 
de este género han sido diferenciadas de acuerdo a su morfología y análisis 
filogenéticos.  
El género Cladosporium abarca hifomicetos dematiáceos (Ellis, 1971) que 
presentan ramoconidios y conidios con cicatriz de tipo coronar (David, 1997). 
Son anamorfos de Davidiella, clado hermano de Mycosphaerella (Schubert et 
al., 2009). Es uno de los géneros más heterogéneos de los hifomicetes (Dugan 
et al., 2008) e incluye entre otros a hongos endófitos, patógenos de humanos y 
fitopatógenos. El asco de las especies de Davidiella tienen inclusiones 
celulares irregulares (luces), que están ausentes en las especies de 
Mycosphaerella (Aproot 2006, Braun et al., 2003; Schubert et al., 2007.; Crous 
et al., 2009).  
Los miembros de Cladosporium habitualmente se desarrollan en las plantas 
como saprótrofos en hojas senescentes, tallos muertos de especies herbáceas 
y leñosas. Sin embargo, también se los encuentra en lesiones necróticas de las 
hojas provocadas por otros hongos (Bensch et al., 2010). 
En la Figura 1.IV se muestra en términos generales la ubicación taxonómica de 
ambos géneros.  
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III. Filogenia. 
Un árbol filogenético describe las relaciones de parentesco, ancestría y 
descendencia, entre un conjunto de genes, organismos, especies o de taxa 
superiores Un árbol consiste en nodos conectados por ramas. Los nodos 
terminales (OTUs: Unidad Taxonómica Operativa) representan secuencias u 
organismos de los que tenemos datos. Los nodos internos representan 
ancestros hipotéticos y el ancestro de todas las secuencias comprendidas en el 
árbol es la raíz del árbol (León Martinez Castilla, 2007). 
El Método de agrupamiento por pares no ponderados con media aritmética 
(UPGMA) es un algoritmo de agrupamiento que une ramas en un árbol 
basándose en el criterio de maximizar la similitud entre pares y entre promedios 
de pares ya unidos. En sentido estricto, no es un método de distancia evolutiva 
(Li, 1997). UPGMA puede generar una topología acertada con las longitudes de 
 
Figura 1.IV. Ubicación taxonómica.  
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ramas verdaderas solo si la divergencia entre secuencias se apega a un reloj 
molecular (Swofford et al., 1996), condición que raramente se cumple en la 
práctica. 
Se parte del supuesto que cada especie es un grupo por sí solo. Luego se 
ingresan nuevos grupos y se calcula la distancia del conjunto tomando el 
promedio. Este proceso se repite hasta que todas las especies están 
conectadas en un solo grupo.  
El método de la Máxima parsimonia es el que menor explicación de los 
resultados requiere ya que es el procedimiento que utiliza menos supuestos. 
Según este criterio, el árbol de máxima parsimonia es el que tiene menor 
número de sustituciones o cambios evolutivos en todas las secuencias que se 
derivan de un ancestro común (León Martinez Castilla, 2007).  
Para cada sitio en la alineación, todos los árboles posibles son evaluados y se 
les asigna una puntuación, en función del número de cambios evolutivos 
necesarios para producir la secuencia de los cambios observados. El mejor 
árbol es el que minimiza el número total de mutaciones en todo el sitio. 
Una vez que se obtiene una estimación de la filogenia que mejor describe las 
relaciones entre nuestros datos, es necesario evaluar la confiabilidad de dicha 
inferencia (Holder & Lewis, 2003). Una de las formas más comunes de evaluar 
la confiabilidad de una inferencia filogenética es el análisis de bootstrap (Efron, 
1979; Felsenstein, 1985). El primer paso en un análisis de bootstrap es 
remuestrear con reemplazo, las columnas del alineamiento de secuencias. Es 
decir, en el alineamiento remuestreado (“de bootstrap”) determinada columna 
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de la alineación original puede aparecer dos o más veces, mientras que otras 
columnas pueden no estar representadas para nada. 
Si se reconstruye un nuevo árbol con la alineación remuestreada y se obtiene 
un árbol similar al árbol obtenido con los datos originales, eso incrementa 
nuestra confianza en la construcción inicial. Alternativamente si el nuevo árbol 
se ve muy diferente del árbol original, es una indicación de poca confiabilidad o 
más exactamente, de que la información evolutiva está distribuida en forma 
muy heterogénea en los datos del alineamiento. 
Al remuestrar numerosas veces, mil veces, se generan mil alineamientos de 
bootstrap y es posible asignar intervalos de confianza a cada rama interna del 
árbol. En general, el bootstrap se considera una medida conservadora de la 
confiabilidad (Hillis & Bull, 1993; Holder & Lewis, 2003; Felsenstein & Kishino, 
1993; Efron et al., 1996)  
C. Cladosporiosis. Modelo de patosistema. Interacción gen a gen. 
I. Interacción compatible. 
La inoculación de las plantas de tomate susceptibles a la enfermedad, con 
cepas virulentas de Passalora fulva, resulta en la infección y el desarrollo de la 
enfermedad en la planta. A esta relación se la conoce como interacción 
compatible, es decir cuando la planta se enferma (Joosten & de Wit, 1999; 
Lauge et al., 2000).  
El ciclo del moho de la hoja del tomate comienza con la germinación de los 
conidios que sobreviven de un año a otro en los desechos vegetales, las 
semillas y el suelo (Yan et al., 2007). Los conidios se adhieren principalmente 
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al envés de las hojas inferiores, donde germinan generando hifas que penetran 
a través de los estomas. El hongo prolifera en el apoplasto, es decir los 
espacios intercelulares, sin formar estructuras especializadas como apresorios 
o haustorios (Honee et al., 1994). Una vez en el interior de la hoja, la hifa 
aumenta de tamaño, engrosa su diámetro y genera hifas secundarias que 
colonizan los espacios intercelulares del parénquima esponjoso (Lazarovits & 
Higgins, 1976 a, b; Wit, 1977). La pared de la célula vegetal, que se encuentra 
en contacto con la hifa, presenta una depresión que podría ser el resultado de 
la actividad de enzimas secretadas por el hongo. Cuando las condiciones de 
humedad son superiores al 85% y la temperatura oscila entre 24 y 26ºC; en un 
período de 7-10 días, se produce la infección de las hojas y aparecen los 
primeros síntomas de la enfermedad. Estos son pequeñas manchas difusas de 
color verde pálido-amarillento, que luego se tornan amarillas en el haz 
(Blancard, 1992; Thomma et al., 2005). En este momento a través de los 
estomas emergen los conidióforos (Figura 1.V; Perez García, 1999).  
La mayor biomasa fúngica se concentra alrededor del tejido vascular, 
probablemente debido a la alta concentración de sacarosa que existe en el 
floema. Passalora fulva posee en su pared celular una Invertasa que hidroliza 
 
Figura 1.V Etapas de la interacción compatible. (de Wit 1977). A. 5 días post inoculación. B. 7 días post 
inoculación. C. Conidióforo emergiendo del estoma.  
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la sacarosa del líquido apoplástico, generando así glucosa y fructosa; que son 
absorbidos y convertidos en manitol por la Manitol Deshidrogenasa fúngica, 
carbohidrato que no es metabolizado por la planta.  
El control de la enfermedad es complejo ya que si bien se conocen genes de 
resistencia, la mayoría de los cultivares son susceptibles al hongo. Las 
variedades resistentes son de uso limitado debido a que el hongo muta 
fácilmente generando en un período de tiempo corto nuevas razas. El método 
de control consiste en la aplicación semanal de fungicidas de contacto y 
sistémicos (MINIAGRI, 2006). 
II. Interacción incompatible. 
Cuando las plantas de tomate resistentes al patógeno se inoculan con conidios 
de Passalora fulva se produce una interacción incompatible; como resultado de 
la cual la planta no se enferma (Joosten & Wit, 1999). Durante las etapas 
tempranas de la infección, las interacciones compatibles e incompatibles son 
muy similares (Lazarovits & Higgins, 1976 b; Wit, 1977). Sin embargo en el 
caso de las interacciones incompatibles, mas tarde las hifas que están en 
contacto con las células del mesófilo del huésped a menudo colapsan, se 
forman deposiciones de calosa y suelen detectarse acumulación de fitoalexinas 
y “PR”-proteínas relacionadas con la patogénesis (Wit & Flach, 1979; Wit & 
Kodde, 1981; Wit & Meer, 1986; Joosten et al., 1997; Joosten & Wit, 1989; 
Joosten et al., 1995). 
La característica más notoria de la interacción incompatible es la respuesta de 
hipersensibilidad (HR), en la que las células del mesófilo adyacentes a la hifa 
colapsan. El hongo queda contenido en un área limitada que son los sitios de 
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infección y expuesto a componentes que son liberados por las células 
hospedantes (Van der Burg et al., 2006; Cai et al., 2007), de esta manera la 
planta hace que la infección no sea exitosa (Joosten & Wit, 1999). 
III. Patogenicidad y virulencia.  
La patogenicidad se define como la capacidad de un organismo de provocar 
enfermedad.  
Passalora fulva durante la infección secreta al espacio apoplástico numerosas 
proteínas que actuarían como inductores de resistencia en las plantas de 
tomate portadoras del correspondiente gen de resistencia (Cf, Lauge et al., 
2000). Estos inductores se caracterizan por tener un alto número de residuos 
de cisteína, las cuales contribuirían a la actividad y estabilidad de las mismas 
(Joosten & Wit, 1999).  
Passalora fulva posee un conjunto de factores de patogenicidad esenciales. La 
pérdida de uno de estos factores conduce a la pérdida de la patogenicidad. 
Dentro de estas proteínas se han aislado y caracterizado cuatro proteínas 
extracelulares, ECP1, ECP2, ECP4 y ECP5 (Honee et al., 1994; Esse et al., 
2007; Joosten et al., 1994; Ackerveken et al., 1993; Ackerveken et al., 1992, 
Bolton et al., 2008) que son producidas por todas las cepas del hongo. 
Además, se han encontrado y caracterizado cuatro péptidos (proteínas de 
avirulencia) a los que se llamo AVRs. Estos péptidos son raza específicos.  
Los genes ecp1, ecp2, ecp4, ecp5, avr2, avr4, avr4E y avr9 han sido clonados, 
al igual que los correspondientes genes de resistencia Cf (Jones et al., 1994; 
Dixon et al., 1996; Thomas et al., 1997; Takken et al., 1998). Se han generado 
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líneas isogénicas de tomate a las que se les ha incorporado los genes de 
resistencia (Cf) correspondientes a los genes avr (Stergiopoulos et al., 2007a; 
Stergiopoulos et al., 2007b; Wit et al., 2002). 
Las razas de un hongo son variantes del mismo, que difieren entre otras cosas 
en la capacidad de provocar enfermedad en un conjunto de hospedantes 
(Agrios, 2005). La interacción entre las razas y los cultivares se ajustan al 
modelo planteado por la hipótesis gen a gen (Flor, 1942; Flor, 1971).  
Con el fin de conocer los mecanismos moleculares de la interacción Passalora 
fulva-tomate se han incorporado al cultivar de tomate Money Maker (MM) los 
genes de resistencia Cf2, Cf4, Cf5 y Cf9 (Boukema, 1981). El disponer de estas 
líneas isogénicas, que resultan de retrocruzamientos sucesivos, ha permitido el 
estudio de mecanismos fisiológicos, bioquímicos y moleculares de 
reconocimiento específico del hongo patógeno por su hospedante basado en la 
presencia de simples pares gen a gen (Joosten & Wit, 1999). 
D. Técnicas moleculares.  
I. Reacción en cadena de la polimerasa: PCR.  
En 1975 Sanger, en base al conocimiento del proceso natural de replicación del 
ADN, desarrolló un método para generar in vitro secuencias de ADN, utilizando 
secuencias cortas de nucleótidos (oligonucleótidos), que cumplen el rol de 
iniciadores o primers, generalmente homólogos a secuencias conocidas. Una 
alternativa es que estos primers pueden ser diseñados al azar, sin embargo en 
todos los casos uno encuentra una región homóloga en el extremo 5‟ de la 
cadena de ADN y el otro primer es antiparalelo y homólogo al extremo 3‟ de la 
cadena complementaria. Estos conocimientos fueron tomados por Mullis (1986) 
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que hipotetizó y luego comprobó que adicionando un exceso de 
oligonucleótidos arrancadores y de nucleótidos, en presencia de la enzima 
ADN polimerasa y repitiendo condiciones para la apertura de hebras, annealing 
del primer al ADN molde y luego un período de síntesis de ADN, era posible no 
solo sintetizar un fragmento de ADN sino además hacerlo crecer de manera 
exponencial. Esto significó el desarrollo de una tecnología que impactó de una 
manera insospechada en la ciencia y es la Reacción en Cadena de la 
Polimerasa conocida comúnmente como PCR. A esto se le sumó, el 
descubrimiento de ADN polimerasas termoestables, como la de Thermus 
aquaticus Polimerasa (Taq Polimerasa), que revolucionaron las técnicas 
moleculares y como tal llevaron al desarrollo de nuevas tecnologías.  
La síntesis de ADN in vitro se puede resumir en tres etapas: 
 Desnaturalización. En esta etapa, la alta temperatura rompe los puentes 
hidrógeno que unen las cadenas de ADN y éstas se separan. La doble 
cadena se desnaturaliza al elevar la temperatura a 92-95ºC, porque está 
por encima del TM (melting temperature) del ADN. El TM es la 
temperatura en la que se rompen las uniones entre las bases y se 
separan las hebras de ADN, en dos cadenas simples.  
 Fase de apareamiento o annealing entre los oligonucleótidos o “primers" 
con las hebras de ADN. En la etapa de apareamiento, la temperatura se 
reduce rápidamente permitiendo la hibridación de cada “primer" con las 
secuencias complementarias que flanquean la región blanco. La 
temperatura de apareamiento depende del tamaño y secuencia del 
“primer" utilizado. 
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 Síntesis de las nuevas hebras (Figura 1.VI.A). La temperatura se eleva 
a 72ºC (Temperatura optima de la ADN polimerasa) para que la enzima 
ADN polimerasa realice la extensión a partir de cada extremo 3` de los 
“primers" adicionando en sentido 5‟-3‟ los nucleótidos y tomando como 
molde la secuencia de ADN blanco. Se obtiene así una copia de ADN 
molde.  
Si estos ciclos se repiten en presencia de primers, nucleótidos y enzima en 
exceso, se produce un aumento exponencial de la cantidad de ADN (Figura 
1.VI.B-C). 
  
 
Figura 1.VI. A. Etapas de la replicación in vitro del ADN. B-C Amplificación exponencial de la PCR 
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II. Marcadores moleculares: ISSRs. 
Los marcadores moleculares son herramientas potentes para el análisis de 
biodiversidad, como es realizar estudios de variaciones inter e 
intrapoblacionales, así como también para la identificación de individuos. 
Permiten realizar el estudio de flujo génico y variabilidad en poblaciones 
naturales, el análisis de entradas en los bancos de germoplasma, la selección 
asistida por marcadores, el mapeo de genes y la identificación de genotipos 
(Galván et al., 2003). En este contexto, estos marcadores moleculares 
constituyen una herramienta clave para analizar la variabilidad existente en las 
poblaciones (Stenglein et al., 2006). 
Los marcadores ISSRs, cuya traducción literal sería “secuencias intersatelitales 
repetitivas”, son dominantes, se generan a partir de primers homólogos a las 
regiones satelitales que además pueden estar ancladas en el extremo 3‟ o 5‟ 
(Zietkiewicz et al., 1994). Estos primers amplifican las regiones que se 
encuentran entre satélites relativamente próximos 
La molécula generada, con un tamaño particular (peso molecular), se considera 
un “locus”, que representa el segmento de ADN entre los microsatélites. Se ha 
visto que los ISSRs frecuentemente amplifican de 25 a 50 bandas en una sola 
reacción. Este patrón característico de productos de PCR se considera la 
“huella digital genética” de cada uno de los individuos analizados.  
Estos marcadores nucleares hipervariables, se analizan como marcadores 
dominantes, lo que significa que son dialélicos con bandas presentes o 
ausentes, las cuales se registran como los dos alelos de un locus (Wolfe & 
Liston, 1998). 
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III. Relojes moleculares: genes conservados. 
La diversidad genética es, sin lugar a dudas, la materia prima para la evolución, 
ya que de ella dependen tanto la adaptación como la especiación. La teoría de 
la evolución celular, por ejemplo, considera que el primer ácido nucleíco que 
“adquirieron” los seres vivos fue el ARN y posteriormente el ADN, los cuales 
fueron utilizados como moldes para la síntesis de proteínas (Darnell & Doolittle 
1986; Orgel 1992; Orgel 1994). Si todas las formas de vida tuvieron un 
antepasado común, que contenía macromoléculas básicas para la vida, puede 
suponerse que los organismos con secuencias de macromoléculas muy 
similares están estrechamente relacionados (Atlas & Bartha 1998).  
El gen utilizado universalmente con fines taxonómicos y filogenéticos es el 
rDNA que codifica el ARN de la subunidad 18 S ribosomal, que tiene un alto 
grado de conservación. Es un marcador apropiado en estudios donde la 
distancia evolutiva es apreciable, dado que en organismos estrechamente 
relacionados, el grado de conservación es muy elevado.  
Una alternativa ampliamente utilizada en estudios filogenéticos de hongos es 
usar secuencias como la que se muestra en la Figura 1.VII, donde en una 
única secuencia amplificada con primers universales, encontramos regiones 
conservadas (rDNA 18s, rDNA 5.8s y r DNA 28s) y regiones hipervariables 
(ITS1-ITS2; ITS: Internal Transcribed Spacer)  tal como se indica (Goodwin et 
al 2001, Lacap et al 2003). 
 
1.VII Fragmento de ADN con regiones conservadas e hipervariables.  
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Cuando es necesario identificar especies del mismo género, se recurre a hacer 
un análisis donde se incluyan también secuencias de ADN que codifiquen 
proteínas conservadas, como por ejemplo Actina, β Tubulina, Histonas, 
Calmodulina, Factor de Transcripción α1, entre otros (Dugan et al., 2008; 
Schubert et al., 2007; Schubert et al., 2009; Tigano et al., 2006; Boucias et al., 
2006; Tartal et al., 2002; Crous et al., 2007).  
En síntesis el cultivo de tomate es afectado por la enfermedad moho de la hoja 
del tomate y en la Argentina poco es lo que se conoce sobre este patógeno y la 
cladosporiosis. Para esto se dispone de herramientas moleculares que son 
clave para los estudios taxonómicos y de diagnostico. Una identificación clara y 
precisa de la diversidad y razas del patógeno, son convenientes e 
indispensables para desarrollar estrategias de control de la enfermedad.  
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Capítulo 2 
 
Hipótesis y objetivos  
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I. Hipótesis de trabajo.  
En base a todo lo expuesto, se plantea la hipótesis de trabajo: Los síntomas de 
cladosporiosis del tomate cultivado en el cinturón hortícola platense están 
asociados a la presencia de cepas patogénicas y no patogénicas de 
Cladosporium.  
II. Objetivos generales.  
Los objetivos generales de este trabajo son caracterizar morfológica y 
molecularmente hongos aislados de plantas de tomate con síntomas típicos del 
moho de la hoja mediante el uso de herramientas tradicionales y de biología 
molecular.  
III. Objetivos específicos. 
 Caracterizar en base a diferencias morfológicas los distintos 
aislamientos tanto macro como microscópicamente. 
 Establecer similitudes y diferencias genotípicas entre los aislamientos 
mediante la amplificación secuencias utilizando marcadores moleculares 
(ISSRs).  
 Establecer relaciones filogenéticas de los aislamientos en base al 
análisis de las secuencias de los Espacios Transcriptos Internos del 
ADN ribosomal (ITS: Internal Transcribed Spacer).  
 Analizar divergencias en la secuencia codificante del gen de una 
proteína conservada como es el caso de la β Tubulina. 
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 Diseñar primers que permitan amplificar la secuencia de ADN que 
codifica la Actina en ambos grupos de hongos.  
 Evaluar la patogenicidad de los aislamientos mediante la inoculación de 
plantas de tomate variedad Money Maker. 
 Identificar razas de Passalora fulva de cultivos monospóricos mediante 
la amplificación de los genes que codifican las proteínas Avrs. 
 Diseñar una metodología que permita detectar diversas razas de un 
modo simple, eficaz, confiable y rápido. 
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Capítulo 3 
 
Materiales y métodos 
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A. Material biológico. 
I. Origen de los aislamientos. 
El trabajo se realizó con once aislamientos monospóricos del género 
Cladosporium, que se obtuvieron a partir de lesiones típicas de moho de la 
hoja, en plantas de tomate de diversos híbridos cultivados en sitios del cinturón 
hortícola platense. 
Sintéticamente los aislamientos se realizaron cortando secciones de unos 5-10 
mm de material conteniendo tejido enfermo y sano (Agrios 2005), que se 
desinfectaron superficialmente, sumergiendo los mismos en una solución de 
hipoclorito de sodio (10 %) durante 15-30 segundos. Estos se lavaron tres 
veces en agua estéril y se secaron en papel absorbente estéril, luego de lo cual 
se sembraron en APG (agar-papa-glucosado) suplementado con cloranfenicol 
(300 mg L-1) y se incubaron a 25ºC en oscuridad (Reissinger et al., 2001). Las 
colonias desarrolladas se subcultivaron con el fin de obtener un cultivo 
monospórico, (Figura 3.I) para lo cual se sembró por agotamiento en APG 
(agar-papa-glucosa, pH 5,6) una ansada de esporas provenientes de los 
aislamientos puros. (Bernal et al., 2009). 
 
Figura 3.I. Esquema del procedimiento para obtener un aislamiento monospórico a partir 
de hojas enfermas. 
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De esta manera se obtuvieron los 11 aislamientos que se mencionan en la 
Tabla 2.  
 
II. Cultivo in-vitro.  
El medio de cultivo utilizado fue APG. 
  
 
Tabla 2. Origen de los aislamientos 
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B. Caracterización morfológica. 
Se realizó la observación microscópica de los aislamientos mediante la técnica 
de microcultivos, con el propósito de observar la estructura completa del 
micelio. Para ello, se colocaron en cajas de petri portaobjetos con áreas 
cóncavas, cubreobjetos, (Figura 3.II.A), y dos trozos de algodón y 
esterilizándose el conjunto en autoclave durante 15 minutos a 121ºC. 
Luego, en una campana de flujo laminar se depositó una gota de APG sobre 
cada portaobjeto, que fue inoculada por punción en el borde, con cada uno de 
los aislamientos en estudio, (Figura 3.II.B). El medio sembrado se cubrió con 
cubreobjetos y se humedecieron los algodones con agua bidestilada estéril. El 
sistema se incubó a 25ºC en oscuridad y a los 7 días de la inoculación, (Gams 
et al., 2007), se observaron en un microscopio óptico con fluorescencia (NIKON 
modelo EFD-3), equipado con una cámara digital (modelo Nikon D40) 
documentando la observación con fotografías.  
 
  
 
Figura 3.II. Microcultivos. A. Material para microcultivo. B. Inoculación del agar. 
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Figura 3.III. A. Cámara de Neubauer. B. Cuadrícula de dimensiones conocidas. 
 
C. Patogenicidad. 
I. Suspensión de conidios.  
Con el fin de disponer de inóculo para los ensayos de patogenicidad se realizó 
una suspensión de conidios utilizando como fuente los cultivos monospóricos 
de cada aislamiento. Con este objetivo se colocó una alícuota de agua 
bidestilada estéril sobre la placa conteniendo el cultivo del hongo y con el fin de 
desprender los conidios se raspó la superficie con un tip estéril. La suspensión 
de conidios se recogió en un recipiente estéril, se ajustó la concentración a 105 
conidios. mL-1  (Bernal et al., 2009)haciendo el recuento en la cámara de 
Neubauer ( Figura 3.III). 
II. Inoculación de las plantas. 
Plantas de tomate del cultivar Money Maker  línea Cf0 (sin genes de 
resistencia), de 2 meses de edad se inocularon asperjando 10 mL de la 
suspensión de conidios (Figura 3.IV). Luego, las plantas se mantuvieron en un 
ambiente con 100 % de humedad relativa, 25ºC y un fotoperíodo de 16 horas 
de luz. Estas condiciones favorecen la germinación de conidios, el crecimiento 
del tubo germinativo y el desarrollo y la penetración de las hifas, es decir la 
infección de las plantas.  
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El diseño del experimento fue enteramente al azar con tres repeticiones por 
plantas, incluyéndose como control negativo 3 plantas no inoculadas. A los 21 
días de la inoculación se digitalizaron las imágenes de las hojas enfermas y se 
procedió a su evaluación. 
III. Reaislamiento e identificación del patógeno. 
Con el fin de cumplir con los postulados de Koch se procedió a reaislar el 
patógeno de las plantas inoculadas, a partir de hojas con síntomas típicos de la 
enfermedad. 
La identidad de los aislamientos se confirmó en base a los fingerprints 
generados con primers homólogos a SSR de manera de amplificar las regiones 
intersatelitales ISSR.  
  
 
Figura 3.IV. Plantines Cf0 a los 10 días de germinados. B. 
Plantines Cf0 antes de ser inoculados.  
 
Caracterización morfológica y molecular de aislamientos de Cladosporium 
 Página 
38 
 
  
D. Extracción, purificación y cuantificación de ADN. 
I. Protocolo Wizard Genomic DNA Purification Kit Promega.  
Se congelaron 100 mg de micelio en Nitrógeno líquido, y se molieron en un 
mortero estéril hasta obtener un polvo homogéneo. Se pasaron 40 mg del 
mismo a un tubo eppendorf estéril, se le adicionó la solución de lisis nuclear, y 
se mezcló en vortex durante 1-3 segundos que luego se incubó 15 minutos a 
65ºC. Posteriormente se adicionó 3 µl RNasa (10µg µl-1) y se incubó a 37ºC 
durante 15 minutos. Después, se adicionó 200 µl de Solución de Precipitación 
Proteínas y se mezcló 20 segundos en vortex. Luego de centrifugar 3 minutos a 
13.000 g, se transfirió el sobrenadamente a un tubo de 1,5 ml. Con el fin de 
precipitar el ADN se adicionó isopropanol al 10%; se mezcló y luego se 
centrifugó a 13.000 g. Se descartó el sobrenadante y el pellet se lavó con 600 
µl de etanol 70% y se secó durante 15 minutos. El ADN se disolvió en un 
volumen de 100 µl de Solución de Rehidratación a 65ºC durante 1 hora.  
 
II. Protocolo de extracción de ADN vegetal CTAB de Doyle & Doyle (1990) 
modificado por Bornet & Branchard (2001) :  
Se congelaron en nitrógeno líquido 300 mg de tejido y se molieron en un 
mortero hasta obtener un polvo homogéneo. A este se le adicionaron 800 µl de 
buffer CTAB suplementado con 200 µl de CTAB 10X, 1 µl de β-mercaptoetanol 
y 1% PVPP, se homogeneizó la mezcla y se pasó a un tubo eppendorf de 2 ml 
que se incubó a 60°C durante 30 minutos. Luego, se lavó con un volumen de 
cloroformo-isoamilalcohol (12:1), se mezcló y se centrifugó 5 min a 10.000 g. El 
sobrenadante se pasó a un eppendorf de 2 ml en donde se procedió a 
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precipitar el ADN. Para esto se agregó un volumen de isopropanol y 10% del 
volumen de acetato de sodio 3M. La mezcla se mantuvo a -18ºC durante 12 
horas. La suspensión se centrifugó a 10.000 g para generar un pellet de ADN 
que se lavó tres veces con etanol 70%, y se secó. El ADN se resuspendió en 
150 µl de TE y se le agregó 1-2 µl de RNasa (10 µg.µl-1), luego de lo cual se 
incubó a 37°C por espacio de 2 horas. El ADN nuevamente se trató con fenol 
cloroformo y se precipitó como se describió anteriormente. La solución de ADN 
final se mantuvo en freezer a -20ºC. 
III. Visualización y cuantificación del ADN extraído.  
El ADN se cuantificó en base a la comparación de la intensidad de la banda del 
ADN genómico con las del marcador molecular control (Genoma del fago 
Lamba digerido con Hind III - Promega Biotech). Las mismas se resolvieron por 
electroforesis en un gel de agarosa 0.7% P/V suplementado con bromuro de 
etidio, y fueron visualizadas en un transiluminador de UV (Sambrook et al., 
1989). Los geles se documentaron utilizando el analizador de imágenes 
SYNGENE y el software GENETOOLS. 
E. Caracterización molecular.  
I. Amplificación de genes conservados. 
 ITS 
La amplificación se realizó utilizando los primers ITS4 e ITS5 (White et al., 
1990; Tabla I Anexo) y en base a un programa que consistió en un ciclo de 
desnaturalización inicial a 94°C por 4 minutos; 33 ciclos a 94°C durante 1 
minuto, 45 segundos a 56ºC y 1 minuto a 72ºC y por último una elongación de 
5 minutos a 72 ºC (Curtis et al., 1994; Goodwin et al., 2001). 
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La mezcla de reacción consistió en buffer de reacción 1X (500 mM KCl; 100 
mM Tris-HCl, pH 9.0 a 25ºC; 1% Triton X-100 (sin magnesio)); 1,5 mM cloruro 
de magnesio; 0,2 mM de cada dNTP; 0,3 µM de cada primer; 1 unidad de T- 
Plus DNA polimerasa (Highway Molecular Biology-INBIO-UNICEN) y 50 ng de 
ADN molde por reacción, en un volumen final de 15 µl. 
 β tubulina y actina. 
La secuencia correspondiente a la tubulina se amplificó utilizando un set de 
primers degenerados (Tabla I Anexo) diseñados en base a secuencias 
consenso de hongos, algas y protozoos. (Tartar et al., 2002). La reacción se 
realizó utilizando las siguientes condiciones finales: buffer 1X; 1,5mM de 
cloruro de magnesio; 0,2 mM de cada dNTP; 0,2 µM de cada primer y 1 U de T-
plus ADN polimerasa. En el caso de esta reacción se tuvieron que ajustar 
distintas variables debido a la inespecificidad que se encontró al usar las 
condiciones sugeridas por los autores que reportaron la metodología (Tigano et 
al.; 2006).  
También se procedió a amplificar el gen que codifica la actina. Esto se hizo en 
base al diseño de un par de primers (Tabla I Anexo) cuyas secuencias se 
generaron a partir de las secuencias inscriptas en la base de datos del NCBI 
(National Center for Biotechnology Information) correspondientes a 
Cladosporium y Passalora fulva. El programa de amplificación consistió en una 
desnaturalización inicial durante 3 minutos a 94ºC, y 30 ciclos de 45 segundos 
a 94ºC, 35 segundos a 60ºC y 40 segundos a 72ºC y un ciclo de extensión final 
de 5 minutos a 72ºC. Luego de la puesta a punto de la reacción, las 
condiciones finales en un volumen de 15 µL fueron: Buffer de reacción 1X; 1,5 
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mM de cloruro de magnesio; 0,2 mM de cada dNTP; 0,3 µM de cada primer; 
20-40 ng de ADN y 1 U de T-plus ADN polimerasa. 
Todos los productos de amplificación se resolvieron por electroforesis a 90 V, 
en geles de agarosa del 1% P/V suplementados con bromuro de etidio 10 % 
(10 µg.ml-1). Las bandas de la amplificación se observaron en un analizador de 
imágenes Syngene con el software Genetools que permitió con a una cámara 
digital fotodocumentar los resultados. 
Los fragmentos amplificados se purificaron de acuerdo al protocolo de 
precipitación de productos de PCR utilizando PEG (Polietilenglicol) propuesto 
por Glenn. El mismo consiste en adicionar 50 μl de una solución de PEG al 
20% - NaCl 4 M a la mezcla de reacción conteniendo el producto a secuenciar, 
e incubar a 37ºC durante 15 minutos. Luego, las muestras se centrifugaron a 
15.000g durante 15 minutos. El ADN queda adherido a las paredes del tubo y 
se lava con etanol 70%, posteriormente se seca y disuelve en TE o agua 
bidestilada estéril. Las dos hebras del fragmento de ADN amplificado por PCR 
fueron secuenciadas en Macrogen Inc. Seúl, Korea de acuerdo al método 
descripto por Sanger (1977). El secuenciador automático BigDyeTM se basa en 
la detección de la fluorescencia, permitiendo la lectura de hasta 1000 bases en 
una única reacción. 
Las secuencias de ITS, β tubulina y actina se analizaron con la herramienta de 
búsqueda de alineamientos locales de secuencias nucleotídicas (nucleotide 
basic local alignment tool, BLAST www.ncbi.nlm.nih.gov). Con esta herramienta 
se realizó una alineación y comparación con las secuencias homólogas 
depositadas en la base de datos Nucleotide collection (nr/nt). En la 
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construcción del árbol filogenético se incluyeron las secuencias de los 
organismos en estudio y aquellas secuencias que mostraron alta homología en 
el análisis de blast mediante el uso del BioEdit y Mega5 luego de un 
alineamiento ClustalW de las mismas.  
 
II. Amplificación de ISSRs.  
Se utilizaron los primers AN, AA5, GA5, IA5, LA5 y FA5, cuya secuencia se 
detalla en la Tabla I, Anexo. La reacción se llevo a cabo utilizando 12 ng de 
ADN molde; 2,5 mM de cloruro de magnesio; 1 µM de primer; 0,2 mM de cada 
dNTP; 1X de Buffer; 1,25 unidades de T-plus ADN polimerasa, en un volumen 
final de 25 µl.  
El ciclo de PCR consistió en una desnaturalización inicial a 94°C durante 7 min 
y 33 ciclos de desnaturalización de 1 min a 94°C, annealing de 75 seg a 48°C 
(primers AA5-AN-GA5-IA5) o 53ºC (primers FA5-LA5), y una extensión de 4 
min a 72°C y a esto se le adicionó un ciclo de extensión final de 7 min a 72°C. 
Los fragmentos de ADN, productos de la amplificación por ISSR-PCR se 
visualizaron por electroforesis en geles de agarosa 1.5 % conteniendo 10% de 
Bromuro de Etidio (10 g.ml-1). La visualización de las bandas de ADN se 
realizó por irradiación con luz UV. Posteriormente se analizaron las imágenes 
en el SYNGENE y con el software GENETOOLS para la evaluación del 
polimorfismo entre las cepas. Para calcular los valores de similitud y las 
distancias genéticas utilizando los patrones de bandas ISSR se uso el índice de 
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similitud Dice. Si una banda está presente, se puede asumir que los loci donde 
se alinea el iniciador en ambos lados de la banda está presente.  
III. Marcadores raza específicos. Genes avr.  
Puesto que se dispone de la secuencia de algunos de los genes de avirulencia 
de Cladosporium, en base a estas Stergiopoulos (2007) diseño primers para la 
amplificación de los mismos.  
Para realizar esta reacción se utilizó como molde ADN genómico de los cultivos 
monospóricos y ADN genómico extraído de lesiones de hojas de plantas de 
tomate que fue cuantificado mediante el uso del fluorómetro Qubit de 
Invitrogen. Se realizaron reacciones de amplificación en las que las condiciones 
fueron similares a las descriptas por Stergiopoulos (2007), si bien se utilizaron 
primers modificados (Tabla I Anexo). 
Las reacciones se llevaron a cabo utilizando las siguientes condiciones: Buffer 
de reacción 1X; cloruro de magnesio 1,5 mM; 0,2 mM de cada dNTP; 0,3 µM 
de cada primer; 0,2 U de enzima y 30 ng de ADN molde. El programa de PCR 
utilizado consistió en una desnaturalización inicial durante 5 minutos a 94ºC, 
seguida de 40 ciclos consistentes en 30 segundos a 94ºC, 30 segundos de 
hibridación a 63°C, 65°C, 53.5°C y 62.5ºC para avr2, avr4, avr4E y avr9 
respectivamente, 1 minuto a 72ºC; y una extensión final a ésta temperatura 
durante 7 minutos.  
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Capítulo 4 
 
Resultados   
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A. Caracterización morfológica. 
Se analizaron las características morfológicas de los aislamientos 
monospóricos CFOT7, AAS17, AAS2, HD8, HD10, CFOPC, CFP14 Y AAS16 
cultivados en APG. Estos presentaron colonias planas, aterciopeladas, color 
verde oliváceo, un poco más claras hacia la periferia, que en el anverso tenían 
color negro (Figura 4.I.A). 
Las colonias de los aislamientos monospóricos EMP, ALH y ELH presentaron 
un aspecto un poco distinto a los anteriores. Las mismas lucieron 
aterciopeladas de color gris-gris oliváceo, con bordes irregulares (Figura 4.I.B); 
también presentaron color negro en el anverso de la placa. Estos aislamientos , 
a diferencia de los descriptos anteriormente, mostraron un crecimiento lento. 
Mientras que los primeros desarrollaron un diámetro de colonia de 40 mm en 
15 días, en el caso de EMP se obtuvieron valores similares luego de los 30 y 
40 días de crecimiento. 
 
Se realizaron observaciones microscópicas de los aislamientos utilizando 
aumento 10X, 40X y 100X. Las observaciones de los aislamientos CFOT7, 
AAS17, AAS2, HD8, HD10, CFOPC, CFP14 Y AAS16 se realizaron a los 7 días 
Figura 4.I. Morfología macroscópica de las 
colonias del género Cladosporium (A) y 
Passalora fulva (B)  
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de la inoculación. En el caso del aislamiento EMP, debido a que su crecimiento 
fue más lento, se realizaron las mismas observaciones pero a los 20 días de la 
inoculación. En la Figura 4.III se destaca una notable diversidad en la forma de 
los conidióforos y en la disposición de los conidios. El aislamiento EMP produjo 
conidios más grandes que el resto y similares a los producidos por los 
aislamientos ALH y ELH (datos no presentados).  
 
En la Figura 4.IV se observa que los aislamientos presentaron cadenas de 
conidios de distinta forma y tamaño. Mientras que los aislamientos CFOT7, 
AAS17, CFOPC, AAS16 y EMP presentaron conidios alargados, el aislamiento 
HD8 presentó conidios esféricos. Es de destacar que el aislamiento EMP 
presentó conidios sensiblemente más grandes que los de los restantes.  
 
Figura 4.III. Características morfológicas-10 X. La barra indica 100 µm.  
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En la Figura 4.V se presentan observaciones de algunos de los preparados con 
aumento 100X.  
 
  
 
Figura 4.V. Observaciones 100X. La barra indica 5 µm 
 
Figura 4.IV. Características morfológicas-40 X. La barra corresponde a 50 µm.  
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B. Patogenicidad.  
En ensayos preliminares realizados por personal del CIDEFI se observaron que 
las plantas de tomate del cultivar Money Maker (MM) sin genes de resistencia a 
Passalora fulva mostraron síntomas típicos de la enfermedad, cuando las 
mismas se inocularon con una suspensión de esporas del aislamiento CFOT7. 
A partir de esas lesiones se reaisló el 
hongo, con el fin de cumplir con los 
postulados de Koch. Más aún se 
procedió a identificar el aislamiento 
original y el reaislamiento, con 
marcadores moleculares del tipo de 
los ISSR, con el fin de comparar los 
perfiles genéticos. La amplificación 
realizada con los primers IA5 y GA5, 
bastó para confirmar que el hongo que 
se aisló de las hojas no fue el 
organismo inoculado (Figura 4.VI.). 
Si bien algunas de las plantas inoculadas en este ensayo mostraron manchas 
necróticas en algunas de sus hojas (Figura 4.VII), evidentemente las mismas 
no estuvieron asociadas a la presencia de Passalora fulva, agente causal del 
moho de la hoja de tomate. 
 
 
 
 
Figura 4.VI. ISSRs reaislamientos. Las calles 1-3 
corresponden a el primer IA5 mientras que las calles 
4-7 al primer GA5. En la calle 8 se sembró el patrón 
de peso molecular 100-1000 pb.  Calles 1,4:CFOT7. 
Calles2,5: reaislamiento1. calles3,6: reaislamiento 2.  
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Considerando la velocidad de crecimiento de los hongos aislados de las 
manchas en las hojas, se desarrollaron estrategias para aislar a partir de las 
manchas típicas de moho de la hoja preferencialmente hongos de crecimiento 
lento, que muy probablemente son los agentes causales de las mancha. Así se 
obtuvieron tres aislamientos a partir de material enfermo de tomate proveniente 
 
 
Figura 4.VII. Cultivar MM-Cf0 inoculado con los distintos aislamientos. Se muestra 
la evolución del ensayo durante los 21 días 
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de diferentes sitios y a partir de diferentes cultivares de tomate, EMP, ALH y 
ELH. Nuevamente con el fin de cumplir con los postulados de Koch los mismos 
se inocularon sobre los cultivares de tomate Money Maker Cf0, Cf2, Cf4, Cf5 y 
Cf9. En función de los resultados obtenidos se demostró la presencia de dos 
razas del hongo que se encuentran presentes en los cultivos (Tabla 3). En la 
Figura 4.VIII se presenta el envés de una hoja con síntomas típicos de la 
enfermedad y se puede apreciar el color verde oscuro u oliváceo que es propio 
del signo del hongo.  
 
 
C. Extracción de ADN.  
En la Figura 4.IX se muestran las cantidades de ADN genómico extraído con 
los dos protocolos descriptos oportunamente en materiales y métodos. Se 
observó que en la extracción de ADN con el Kit de extracción de ácidos 
nucleícos, se obtuvieron aproximadamente 30 ng.mg-1 de material fresco, 
 
 
 
Tabla 3. Resultados del ensayo biológico realizado con los cultivares 
EMP. ALH y ELH. +: desarrolla enfermedad. –no desarrolla enfermedad. 
 
Figura 4.VIII. Envés con síntomas 
típicos de la enfermedad. 
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Figura4.X. Amplificación ITS. En la calle 1 se sembró el 
marcador de peso molecular 100-1000 pb, y luego 5 µl del 
producto de PCR en el siguiente orden: CFOT7, AAS17, AAS2, 
HD8, HD10, CFOPC, CFP14 y AAS16. En la última calle se 
sembró el blanco de reacción (sin ADN).  
 
mientras el método convencional de CTAB modificado rindió más, ya que se 
obtuvieron 100 ng de ADN.mg-1 de tejido fresco.  
 
D. Caracterización molecular. 
En la Figura 4.X se muestran las bandas obtenidas en la amplificación del ITS 
utilizando ADN molde de 9 aislamientos. Se observa que en todos los casos la 
banda amplificada mostró el mismo tamaño que además fue el esperando 
considerando una secuencia tipo de ITS. Estas amplificaciones se almacenaron 
hasta que se procedió al secuenciado de las mismas. 
 
 
 
  
Figura 4.IX. Cuantificación ADN extraído con Wizard Genomic DNA Purification Kit  Promega (A) y extraído con 
Protocolo CTAB modificado (B) .Se sembraron 5 µl de ADN. En la calle 1 se sembró el marcador de peso molecular λ-
HindIII. Se sembraron 5 µl de ADN en el siguiente orden: CFOT7, AAS17, AAS2, HD8, HD10, CFOPC, CFP14 y 
AAS16; tanto en el gel A como en el B. 
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Además, se amplificó la secuencia correspondiente al extremo 3´ del 4to exón 
del gen que codifica la β Tubulina. Si bien se trabajó sobre una reacción 
descripta en la bibliografía (Tigano et al., 2006) se modificaron ciertos 
parámetros tales como la cantidad de ADN molde, temperatura y tiempo de 
annealing. En la Figura 4.XI se presentan los resultados de las reacciones de 
amplificación y se muestra que la temperatura óptima de reacción fue 58 ºC.  
 
En la Figura 4.XII se presentan los resultados de las reacciones con distintas 
cantidades de ADN molde en donde se demostró que la cantidad óptima de 
ADN molde se encuentra entre 50 y 100 ng.  
 
Figura 4.XI. Amplificación β tubulina En primer lugar se 
sembró el marcador 100-1000 pb. En las calles 2, 4 y 6 se 
sembraron las reacciones cuyo molde fue el ADN de HD8, 
mientras que en las calles 3, 5 y 7 el molde fue el material 
genético de AAS16. La temperatura de annealing vario de la 
siguiente manera: calles 2-3: 55 ºC. calles 4 y 5: 57ºC y calles 6 
y 7: 58ºc. En la calle 8 se sembró el blanco de la reacción, 
ensayado a 55ºC.  
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Finalmente las condiciones de amplificación utilizada para los 9 aislamientos 
iniciales fueron en el caso del annealing a 58ºC con una cantidad de ADN 
molde de 75 ng (Figura 4.XIII).  
 
La amplificación de la actina, se realizó luego de hacer un análisis 
bioinformático de las secuencias del gen que codifica esta proteína, tanto en el 
género Cladosporium como en  Passalora fulva. Se alinearon las secuencias 
utilizando un software bioinformático (BioEdit), se encontraron las secuencias 
 
Figura 4.XII. Amplificación β tubulina. En la calle 1 se 
sembró el marcador de peso molecular λ-HindIII. Se utilizaron 
cantidades crecientes de ADN molde de HD8 (25, 50, 75 y 100 
ng) y de AAS16. El producto de reacción fue sembrado en este 
orden.  
 
 
Figura 4.XIII. Amplificación β tubulina. Calle 1: blanco. Calle2: 
CFOT7. Calle3: AAS17. Calle4: AAS2. Calle 5: HD8. Calle6: 
HD10. Calle7: CFOPC. Calle8: CFP14. Calle9: AAS16. Calle 10: 
marcador de peso molecular 100-1000 pb.   
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consenso 5´y 3´y se diseñaron los primers ACTF y ACTR (Tabla I, Anexo). 
Luego, se realizo un primer blast con el fin de corroborar la especificidad de los 
primers diseñados. Los resultados del análisis se muestran a continuación. 
(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/tools/primer-blast/index.cgi?LINK_LOC=BlastHome) 
 
Si bien se evaluaron diversas variables de la reacción de amplificación, las 
condiciones óptimas de reacción fueron las que se describieron en materiales y 
métodos; siendo 40 ng la cantidad de ADN molde del aislamiento CFOPC. En 
la Figura 4.XIV se puede apreciar el efecto de la temperatura de annealing 
sobre la reacción y que la temperatura óptima de hibridización fue 60 ºC.  
 
Figura 4.XIV. Amplificación actina. Calle1: marcador de 
peso molecular 100-1000 pb. Calle2: 60ºC. Calle3: 60,5ºC. 
Calle4: 61ºC. Calle5: 61,5ºC. Calle6: blanco.  
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En la Figura 4.XV se presentan los fingerprints de los aislamientos que se 
obtuvieron con los primers ISSR en cuatro geles generados con los diversos 
primers utilizados. En primer lugar se observó que los aislamientos son 
distintos a nivel genético, es decir que los organismos presentaron patrones de 
bandas distintos. 
 
Figura 4.XV. Reacción ISSR. A: primer GA5. B: primer AA5. C: primer AN. 
D: primer IA5. Calle1: marcador 100-1000 pb. Calle2: CFOT7. Calle3: AAS17. 
Calle4: AAS2. Calle5: HD8. Calle6: HD10. Calle7: CFOPC. Calle8: CFP14. 
Calle9: AAS16. Calle10: EMP  
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Considerando el número promedio de bandas amplificadas con cada primer, y 
el rango de tamaño de las mismas se estimó que la diversidad evaluada 
utilizando estos 6 primers, corresponde al 0,41 % del genoma (Tabla 4). Para 
realizar el cálculo se consideró que el tamaño del genoma de un hongo es de 
aproximadamente 2x107 pares de bases.  
 
Utilizando las secuencias de ITS se realizó el análisis Blast (nucleotide basic 
local alignment tool, www.ncbi.nlm.nih.gov), analizándose además las mismas 
con dos softwares Bioedit y Mega5, con el objetivo de realizar el 
correspondiente árbol filogenético, mediante el análisis de Máxima Parsimonia. 
Este análisis se realizó con las secuencias obtenidas en nuestro trabajo 
(Anexo, Tabla II) y con las de la base de datos que se detallan en la Tabla III 
Anexo que fueron aquellas que surgieron del análisis de BLAST. 
En la Figura 4XVI. se observa el árbol obtenido en el que se detectan los 
clusters correspondientes a la division Davidellacea y Micosphaerellacea. 
Además, se puede ver que EMP es un hongo que se agrupa con 
representantes de la familia Mycosphaerellaceae; en tanto que los otros 8 
aislamientos se agruparon con hongos de la familia Davidellaceae.  
 
Tabla 4. Análisis ISSR. Porcentaje del genoma evaluado.  
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Las secuencias obtenidas correspondientes al gen de la β tubulina (Tabla IV; 
Anexo) fueron altamente homólogas al fragmento de ADN que codifica el 
cuarto exón del gen correspondiente a Passalora fulva (1183 pb). 
Considerando que solo se conocen las secuencias parciales de este gen de 
aislamientos del género Cladosporium y que se dispone de la secuencia 
completa del mismo para Passalora fulva, (Tabla V, Anexo), se procedió a 
identificar la región de mayor homología de las secuencias depositadas (Figura 
4.XVII), cuyos números de acceso se detallan en la Tabla V, Anexo. Estas 
 
Figura 4.XVI. Árbol ITS. 
 
Figura 4.XVII. Alineamiento β tubulina. 
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secuencias tuvieron alta homología en el extremo 5´.  
Luego, se procedió a alinear las secuencias obtenidas con la secuencia del 
cuarto exón de Passalora fulva (Figura 4.XVIII), y se encontró que las 
secuencias amplificadas corresponden al extremo 3´de este gen. 
 
Con la secuencia del fragmento amplificado correspondiente a actina (Tabla VI, 
Anexo), se realizó un blast donde se confirmó la especificidad del par de 
primers diseñado (Figura 4.XIX ; Tabla VII, Anexo). 
  
 
Figura 4.XVIII. Alineamiento β tubulina.  
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En lo que hace al análisis de polimorfismos, los fingerprints generados con 6 
primers ISSR mostraron que existen polimorfismos entre los aislamientos 
CFOT7, AAS17, AAS2, HD8, HD10, CFOPC, CFP14 y AAS16, es decir que los 
mismos son genéticamente distintos. Sin embargo, los aislamientos EMP, ELH 
y ALH no solo mostraron perfiles conservados entre ellos sino que además 
estos fueron distintos de los perfiles obtenidos con los otros ocho aislamientos 
polimórficos. En la Figura 4.XX se presenta el dendograma generado con las 
amplificaciones. Se puede ver que los once aislamientos se agrupan en dos 
clusters, uno incluye a los aislamientos CFOT7, AAS17, AAS2, HD8, HD10, 
 
Figura 4.XIX. Alineamiento actina.  
 
 
Figura 4.XX. Dendograma ISSRs. Tolerancia: 1%. Método estadístico: 
UPGMA. Coeficiente de similitud: DICE  
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CFOPC, CFP14 y AAS16 y el otro a los aislamientos EMP, ELH y ALH. 
La amplificación de los genes avr 2, 4, 4E y 9 es una forma precisa y rápida de 
determinar la presencia de los genes de avirulencia y con esto establecer las 
razas de Passalora fulva que se encuentran presentes. 
La amplificación del gen de avirulencia avr2, no fue exitosa con las condiciones 
de reacción descriptas por Stergiopoulos, por ello se trabajó en la puesta a 
punto de la reacción y más específicamente en la temperatura de annealing, 
que consistió en la única modificación realizada. En la Figura 4.XXI se puede 
apreciar que la reacción de amplificación más eficiente ocurrió a una 
temperatura de annealing de 63 ºC.  
 
Luego, con el fin de dilucidar si los aislamientos eran de Passalora fulva, se 
realizaron amplificaciones de los cuatro genes de avirulencia avr2, avr4, avr4E 
y avr9. Los resultados se presentan en la Figura 4.XXII. Por otro lado, en esta 
reacción también se incluyó ADN extraído de hojas con síntomas típicos de la 
enfermedad. Se encontró que solo cuando el ADN molde provino de los 
 
Figura 4.XXI Amplificación Avr2. Calle1: marcador molecular 100-1000 pb. 
Calle2: 50,4ºC. Calle3:51,3ºC. Calle4:52ºC. Calle5:54ºC. Calle6:56,2ºC. 
Calle7:58,4ºC. Calle8:59,4ºC .Calle9:61,3ºC. Calle10:63ºC. Calle11:64,5ºC  
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aislamientos ELH, ALH y EMP se amplificaron con éxito los genes avr. Por otro 
lado no se obtuvieron las bandas correspondientes a los avr cuando la 
amplificación se realizó con ADN total de la hoja.  
 
Los resultados de la reacción anteriormente descripta demostraron que los 
aislamientos de P. fulva contenían, uno cuatro y otros dos aislamientos tres 
genes de avirulencia. Si bien las reacciones de amplificación de los genes de 
avirulencia aisladamente permiten identificar las razas, este procedimiento es 
costoso debido al número de reacciones a realizar y además demanda más 
tiempo. Por ello, se trabajó en diseñar una reacción de “multiplex” PCR con el 
fin de amplificar los cuatro genes de avirulencia al mismo tiempo. Este objetivo 
aparecía como posible considerando que el rango de temperaturas de 
annealing, para amplificar cada gen avr, fue relativamente estrecho. Así se 
 
Figura 4.XXII. Amplificación AVRs. Las calles 2 ,5 ,8 y 11 
corresponden a ELH; 3, 6, 9 y 12 a EMP: y las calles 4, 7, 11 y 13                      
a ALH.  
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diseño una reacción de “Multiplex - avr”. Con este fin, se trabajó en el ajuste de 
la concentración de primers, ya que se deben adicionar cuatro pares en una 
misma reacción y en muchos casos el exceso de los mismos inhiben la 
reacción. Además, se trabajó en ajustar la cantidad de ADN molde y la 
temperatura de annealing (Figura 4.XXIII.A). El programa de amplificación 
utilizado se basó en los utilizados en las amplificaciones de los avr en forma 
aislada. Se muestra el gradiente de temperaturas de annealing, donde puede 
verse que la temperatura óptima de la reacción fue 58,4 ºC (Figura 4.XXIII.B.).  
 
La reacción de “Multiplex - avr” se realizó en presencia de ADN molde “avr 
positivo” suplementado con cantidades crecientes de ADN de otro aislamiento 
del género Cladosporium. Se demostró que la presencia de ADN no específico, 
no interfiere la reacción, ya que los cuatro genes de avirulencia se amplificaron 
aún en presencia de ADN contaminante (Figura 4.XXIV.A). Los resultados 
además demostraron que la reacción es específica ya que se amplificaron los 
genes avr solo cuando el ADN molde fue de P.fulva y que las bandas no se 
 
Figura 4.XXIII. Multiplex-avr. A. variación de temperaturas de annealing, 
concentración de molde y cantidad de primer. B. Se usaron 20 ng de cada 
primer. y se ensayaron las siguientes temperaturas : 54ºC, 58.4 y 64,9ºC.ADN 
molde: 40 ng ELH.  
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generan por un artefacto producto de la mezcla de primers (Figura 4.XXIV.B), 
ya que no se obtuvo reacción en presencia de ADN molde bacteriano o de 
otros hongos.  
 
. 
  
 
Figura 4.XXIV. Multiplex-avr. A. Calle 1: blanco. Calles 2-3.Ensayo de 
especificidad. Se mantuvo constante la cantidad de ADN molde de (40 ng) y se 
agregaron cantidades crecientes de ADN de CFOT7. Calles 6-10. Gradiente de 
ADN molde. Calles 11-13. Reacción multiplex de los 3 aislamientos detallados. 
Calle 14: marcador 100-1000 pb. B. Reacción multiplex usando 30 ng de molde 
de ELH, EMP, ALH, CFOT7, Humicolopsis y Sinorhizobium respectivamente. 
Calle 7: marcador 100-1000 pb.   
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Discusión   
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Una de las características que se evaluó fue la velocidad de crecimiento de 
los aislamientos in vitro en medio APG. Se encontró que los aislamientos 
crecieron con distinta intensidad. Mientras que algunos desarrollaron 
colonias de 40 mm en un tiempo de aproximadamente 15 días otros lo 
hicieron en un tiempo considerablemente más largo. Las características 
morfológicas de los hongos son y han sido elementos importantes de la 
taxonomía de los hongos (David 1997; Aptroot 2005; Bensch et al., 2010, 
Braun et al., 2003; Crous 2009; Crous et al., 2006, Crous et al., 2001; Crous 
et al., 2000; Crous et al., 2007; Dugan et al., 2008; Schoch et al., 2009; 
Schubert et al., 2007). Se ha demostrado que Cladosporium suele 
desarrollar favorablemente en medios más complejos que el APG, como el 
medio MEA (agar- extracto de malta) y SNA (agar nutritivo sintético) y el 
desarrollo en esos medios permite identificar más fácilmente las diferencias 
entre aislamientos de Cladosporium cladosporioides y Cladosporium 
sphaerospermum, (Dugan et al., 2008; Schubert et al., 2007), así como 
también entre las distintas razas fisiológicas de Passalora fulva (Crous 
2009). Sin embargo el uso de APG fue suficiente para identificar las 
distintas especies en estudio.  
Con el fin de realizar estudios comparativos de los diversos aislamientos se 
realizaron observaciones en microcultivos de los aislamientos (Dugan et al., 
2008; Schubert et al., 2009; Crous et al., 2007). Estos cultivos mostraron 
que los hongos formaron conidios en esas condiciones, pero además, 
también en los microcultivos se observó que la mayoría de los aislamientos 
fúngicos mostraron una alta tasa de crecimiento y presentaron conidios 
pequeños. Esto sugirió que los aislamientos muy probablemente son del 
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género Cladosporium. Sin embargo, tres aislamientos presentaron tasas de 
crecimiento bajas y además conidios de un tamaño mayor, características 
similares a las que presentan los representantes de Passalora fulva (Crous, 
2009). Es decir que, los microcultivos resultaron una técnica sencilla e 
informativa a nivel de la biología del hongo. Si bien estos resultados se 
basan en características morfológicas, sugieren que en los síntomas de la 
enfermedad moho de la hoja del tomate conviven especies de 
Cladosporium probablemente en estrecha relación con el agente patógeno 
P. fulva que presenta crecimiento lento y produce conidios más grandes. 
Sería importante estudiar el rol de las especies de Cladosporium que 
acompañan al patógeno en la enfermedad y además la dinámica 
poblacional y la evolución del patógeno en el ambiente. 
Otra de las metodologías biológicas que se utilizaron para identificar los 
aislamientos de Cladosporium fue la descripta por De Wit (de Wit et al., 
2002). Esta consiste en trabajar con cultivares de tomate conteniendo los 
genes de resistencia correspondientes a cada gen avr de P. fulva. La 
inoculación de las cultivares de tomate sirvió para confirmar que los 
aislamientos de crecimiento rápido que produjeron conidios más pequeños 
no enfermaron a las plantas. Sin embargo, cuando el inóculo se hizo en 
base a alguno de los tres aislamientos identificados como Passalora fulva 
se indujeron en las plantas los síntomas típicos de la enfermedad (Thomma 
et al.,. 2005; Ellis, 1971; Holliday & Mulder, 1976; Curtis et al., 1994; Fox, 
1997; Jones et al., 1997; Ho et al., 1999; Jones, 1997).  
El ensayo de patogenicidad es un análisis clave para determinar si un 
aislamiento es un agente patógeno. En ese sentido la inoculación de los 
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cultivares diferenciales de tomate con la suspensión de conidios de los 
aislamientos del hongo confirmó que en los ambientes estudiados, conviven 
especies de Cladosporium no patogénicas y dos razas de Passalora fulva. 
Si bien las especies de Cladosporium en general y Passalora fulva en 
particular contienen pigmentos oscuros como las melaninas (Llorente et al 
en redacción), que suelen ser contaminantes que provocan inconvenientes 
para el trabajo molecular con ADN genómico, todos los protocolos de 
extracción de ADN funcionaron con distinta eficiencia. Más aún, si bien un 
kit de extracción genera un protocolo repetible y trazable, la extracción de 
ADN con CTAB condujo a la obtención de una mayor cantidad de ADN.  
En la actualidad los trabajos de taxonomía orientados a la identificación de 
individuos demandan disponer de las secuencias universales, que son 
altamente conservadas como el rDNA. Además se sugiere disponer además 
de la información de secuencias adicionales, que suelen codificar proteínas 
estructurales conservadas como por ejemplo la tubulina, actina, histonas o 
factores de transcripción (Schoch et al., 2006; Dugan et al., 2008; Schubert 
et al., 2009; Bensch et al., 2010). En este sentido se amplificó y secuenció 
el fragmento de ADN genómico que codifica el ITS de los aislamientos. El 
análisis blast de las secuencias obtenidas asoció a estas con las 
correspondientes a C. cladosporioides (Crous et al., 2001; Bensch et al., 
2010) y C.sphaerospermum (Schubert et al., 2009). Estos resultados, de la 
misma manera que las características morfológicas, sugieren que algunos 
de los aislamientos obtenidos a partir de lesiones de la hoja del tomate son 
C. cladosporioides y C. sphaerospermum. El ITS de uno de los aislamientos 
que mostraron menor velocidad de crecimiento y producción de conidios 
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más grandes, mostró en el análisis blast alta homología al ITS de 
aislamientos de P. fulva. 
Si bien las genes universales permiten identificar aislamientos, con 
frecuencia y debido a que están altamente conservados, no permiten 
analizar la diversidad entre individuos de la misma especie (Schoch et al., 
2006). Con este fin se generaron los perfiles usando marcadores 
moleculares (ISSRs), que permitieron por un lado analizar la diversidad de 
los aislamientos y por otro agrupar a los mismos aislamientos en dos 
grandes clusters. Uno de ellos estuvo asociado a la familia 
Mycosphaerellacea y el otro a la familia Davidiellaceae (Crous et al., 2007; 
Crous et al., 2007 b). Esto demuestra que los marcadores ISSR si bien no 
se pueden asociar a razas del patógeno y tampoco permiten identificar 
especies, reflejan con precisión la similitud con grupos o familias de hongos 
específicas. Como resultado de ello, sugiere que además de tener la 
característica de mostrar diversidad, poseen poder de discriminación 
aunque éste es limitado. Probablemente esto se deba, entre otras cosa a la 
suposición de que una banda es un locus, pero una banda del mismo 
tamaño no necesariamente es la misma banda y por otro lado una banda 
puede contener más de un fragmento del mismo tamaño pero que 
representa distintas secuencias del genoma. Por otro lado, es posible que el 
potencial de estos marcadores como discriminadores aumente, si se 
aumenta el número de primers utilizados, de manera de analizar una parte 
más amplia del genoma. 
La presencia de genes específicos y el conocimiento de su secuencia con 
frecuencia permiten disponer de potentes herramientas de identificación 
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(Pastorino et al., 2003). En este caso estas herramientas son los genes avr. 
Si bien estos genes se pueden identificar en base a la reacción de cultivares 
de tomate con genes de resistencia, este tipo de ensayo demanda espacio, 
tiempo y aún así puede ser difícil de resolver, ya que la sintomatología 
puede variar en función de las condiciones ambientales. En base a 
reacciones de PCR desarrolladas por Stergiopoulos y colaboradores (2007), 
que repetimos pero con primers modificados, comprobamos que en el área 
de cultivo hortícola muestreada conviven dos razas de Passalora fulva. Más 
aún, en base a esta reacción y a la identificación previa se comprobó que 
en los síntomas de las hojas conviven especies de Cladosporium que viven 
en el ambiente, como C. cladosporioides y C. sphaerospermum, junto con 
especies patógenas como P. fulva, tal cual se había demostrado con 
herramientas biológicas.  
Confirmado en base a todos los estudios que en el área de cultivo estudiada 
conviven dos razas del hongo fitopatógeno, Passalora fulva, se realizaron 
análisis adicionales para confirmar la identidad. Con este fin se procedió a 
analizar las secuencias de tubulinas, gen conservado que con frecuencia se 
utiliza en estudios taxonómicos (Tigano et al., 2006). Otra secuencia que 
suele utilizarse con el mismo fin es la secuencia de actina (Dugan et al., 
2008); la secuenciación del fragmento correspondiente a la tubulina y el 
análisis blast de las secuencias confirmaron la identidad del aislamiento 
EMP como P. fulva. 
Una de los roles de la fitopatología es aportar soluciones para la 
producción, en ese contexto si bien es necesario desarrollar estudios en 
varios sentidos, uno de los aspectos claves es el diagnóstico preciso y 
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rápido. El disponer de un buen diagnóstico de los patógenos conduce a la 
toma de decisiones. En este sentido, si bien se demostró que las 
amplificaciones individuales de los genes avr tal cual lo utilizaron 
Stergiopoulos (2007) y Bernal Cabrera (2009), permiten identificar razas, es 
evidente que este tipo de análisis es poco viable, porque es costoso y 
demanda tiempo. Por ello se desarrolló la reacción de “Multiplex - avr” que 
permitió confirmar la presencia de los genes de avirulencia en una sola 
reacción. Los resultados permiten inferir que la reacción es confiable ya que 
no es inhibida por la presencia de ADN contaminante, si bien no se tuvo 
éxito en amplificar los avr a partir de tejido foliar. Es probable que se deba 
trabajar más intensamente en este sentido, en primer lugar en el 
aislamiento de ADN a partir de las manchas para que sea de mayor calidad. 
Pero también se deberá trabajar en las condiciones de reacción si se quiere 
amplificar con éxito los avr directamente partir de ADN de tejido foliar. Esta 
reacción es conveniente por la velocidad de respuesta, si bien la presencia 
de varios genes de avirulencia no asegure que todos pertenezcan al mismo 
organismo. En cualquier caso la reacción es confiable porque solo generó 
producto cuando el ADN molde provino de P. fulva. Vale la pena aclarar que 
si bien la cantidad de ADN molde de las reacción es un poco alto, es posible 
que se pueda trabajar con una menor cantidad de ADN en una reacción de 
real time PCR (Yan et al., 2007). En cualquier caso la “Multiplex - avr” 
condujo a la identificación de razas de Passalora fulva presentes en la zona 
hortícola del Gran La Plata.   
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Capítulo 6 
 
Conclusiones 
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 Los síntomas que se encontraron en hojas de cultivares comerciales de 
tomate de la enfermedad moho de la hoja, contuvieron Cladosporium 
spp. de crecimiento rápido y de crecimiento lento.  
 Los aislamientos CFOT7, AAS17, AAS2, HD10, CFOPC, CFP14 y 
AAS16 se identificaron como Cladosporium cladosporioides (Crous et 
al., 2007); el aislamiento HD8 como Cladosporium sphaerospermum 
(Zalar et al., 2007; Dugan et al., 2008) y el aislamiento EMP como un 
representante del género Passalora, perteneciente a la familia de 
Mycosphaerellaceae (Crous et al., 2009).  
 Los aislamientos de C. cladosporioides CFOT7, AAS17, AAS2, HD10, 
CFOPC, CFP14 y AAS16 y el aislamiento HD8, C. sphaerospermum, no 
fueron patogénicos en plantas de tomate susceptibles a la enfermedad. 
 Los marcadores moleculares ISSRs no solo agruparon a los 
aislamientos de los hongos en base a su similitud, sino que además los 
agrupó en hongos patógenos de tomate y hongos saprófitos.  
 El aislamiento EMP identificado como Passalora fulva y los otros dos 
aislamientos ALH y ELH, con características fisiológicas y morfológicas 
similares, indujeron en plantas susceptibles de tomate síntomas típicos 
del moho de la hoja del tomate.  
 La secuencia del fragmento ITS confirmó la identidad de los organismos, 
que se agruparon en dos clusters, uno correspondiente a la familia 
Davidellaceae y otro a la familia Mycosphaerellacea. 
 La secuencia del ITS también confirmó la identidad del aislamiento EMP 
como Passalora fulva.  
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 La amplificación de los genes avr confirmó que el aislamiento EMP tal 
cual lo sugerido por el ITS es Passalora fulva.  
 Se identificaron dos razas de P. fulva, una contiene cuatro genes de 
virulencia (ELH) y la otra raza tiene tres, ya que carece del avr 2 ( ALH, 
EMP). 
 Los representantes de C.cladosporioides y C.sphaerospermum, 
especies no patógenas, no contienen genes de avirulencia. 
 La reacción de “Multiplex-avr” identificó los cuatro genes de virulencia. 
 La “Multiplex-avr” es especifica ya que no amplificó genes avr a partir de 
ADN de otros hongos y de bacterias.  
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Anexo 
Tabla I. Primers utilizados en la caracterización molecular.  
 
  
 
Tabla I. Lista de primers utilizados en la caracterización molecular. 
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 Tabla II. Secuencias de ITS obtenidas. 
 
Tabla II. Secuencias ITS obtenidas. 
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Tabla III.  
 
 
 
 
  
 
Tabla III. Números de acceso de las secuencias ITS 
empleadas. 
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Tabla IV.  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Tabla V.  
 
 
  
 
Tabla IV. Secuencias de β tubulina obtenidas. 
 
Tabla V. Números de acceso de β tubulina utilizadas. 
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Tabla VI. 
 
 
 
 
 
Tabla VII.  
 
  
 
Tabla VI. Secuencia de actina obtenida. 
 
Tabla VII. Números de acceso de las secuencias de actinas 
utilizadas. 
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